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RESUMO

A familia Orchidaceae ¢ uma das maiores dentre as angiospermas, destacando-se o
género Neotropical Epidendrum L. com aproximadamente 1.200 espécies, nas quais ha
registro de variagdes morfoldgicas. Na literatura, o registro de diferentes fenotipos florais esta
associado a divergéncia e sugere o isolamento reprodutivo, ocasionando especiacdo. Em
Roraima, na Serra do Tepequém, E. ibaguense Kunth apresenta variacdo na coloragao das
flores. Com isto, o objetivo deste estudo foi determinar a diversidade de Orchidaceae na Serra
do Tepequém, caracterizar os morfotipos de E. ibaguense e determinar o nimero
cromossomico dos morfotipos. Entre 2013/2015 em expedicdes a area de estudo das espécies
de Orchidaceae foram fotografadas e coletadas, resultando no registro de 20 géneros ¢ 34
espécies, o equivalente a 10% da diversidade de Orchidaceae de Roraima. A caracterizagdo
fenotipica de E. ibaguense foi realizada a partir de uma amostra de 41 individuos marcados
com placas de PVC, observados mensalmente. O sistema reprodutivo foi estudado através de
experimentos de autopolinizagdo e polinizacao cruzada. Os frutos formados foram coletados
e, posteriormente, foi analisada a viabilidade das sementes. Por fim, para andlise citogenética
foram coletadas amostras do 4pice radicular dos diferentes morfotipos. As amostras foram
pré-tratadas com 8Hq a 4°C/24h e fixadas em Carnoy a 4°C. Posteriormente, em laboratorio,
foi utilizado o método convencional para citogenética. Para determinacdo do numero
cromossomico e do tipo de nucleo, laminas foram fotomicrografadas. Epidendrum ibaguense
apresentou periodo de floragdo entre os meses de novembro e fevereiro. A formagao de frutos
a partir de autopolinizacdo foi de 68%, enquanto que de polinizacdo cruzada foi de 30%. A
viabilidade das sementes dos frutos de autopolinizagdo foi de 69% e de poliniza¢do cruzada
80%. Através do indice de auto-incompatibilidade (86,6%) determinou-se que E. ibaguense é
autocompativel quanto ao nimero cromossdmico; houve variagdo cromossdmica intra e
interpopulacional, sendo que os morfotipos magenta, rosea e branca apresentaram 2n= 58,
enquanto nos morfotipos vermelhos variaram entre 2n= 72 e 76. Os nucleos interfasicos
foram predominantemente semi-reticulados nos morfotipos 2n= 58 e arreticulados em
morfotipos 2n= 72 e 76. A Serra do Tepequém ¢ uma area rica em espécies de Orchidaceae.
Dentre estas espécies, E. ibaguense apresenta variagdes morfologicas significativas entre os
morfotipos e variagdo do numero cromossomico apontando indicios de especiacdo na

populagao estudada.

Palavras-chave: Biologia reprodutiva, Citogenética, Tepui, Orchidaceae.



ABSTRACT

The Orchidaceae family is one of the most numerous among the angiosperms, with the
genus Neotropical Epidendrum L. showing around 1200 species, with records of
morphological variations. In the literature, the occurrence of different floral phenotypes is
associated with divergence and suggests reproductive isolation, resulting in speciation. At the
Tepequém Mountain, Roraima, E. ibaguense Kunth shows variation in flower coloration.
Thus, this study aimed to determine the diversity of Orchidaceae at the Tepequém Mountain,
to characterize the morphotypes of E. ibaguense and to determine the morphotypes’
chromosome number. Species of Orchidaceae were photographed and collected between
2013/2015 during expeditions to the study site, resulting in the registration of 20 genera and
34 species, which is equivalent to 10% of Roraima’s Orchidaceae diversity. The phenotypic
characterization of E. ibaguense was performed using a sample of 41 individuals marked with
PVC plates, with monthly observations. The reproductive system was studied through self-
pollination and cross-pollination experiments. The resulting fruit were collected and analyzed
for seeds viability. Finally, for the cytogenetic analysis, samples were collected from the
radicular apex of the different morphotypes. Samples were pre-treated with 8Hq at 4°C/24h
and fixed in Carnoy at 4°C. Later, a conventional method was used for cytogenetics. To
determine the chromosome number and nucleos type, slides were photomicrographed.
Epidendrum ibaguense showed a flowering period between November and February. Fruit
formation rates of 68% and 30% were found for self-pollination and cross-pollination,
respectively. Seeds viability of 69% and 80% were found for -pollination and cross-
pollination, respectively. E. ibaguense was deemed self-compatible for chromosome number
through the self-incompatibility index (86.6%); intra and inter-population chromosomal
variation was found, with the magenta, pink and white morphotypes showing 2n= 58, while
the red morphotypes fluctuated between 2n= 72 and 76. The interphase nuclei were
predominantly semi-reticulated in morphotypes 2n = 58 and unreticulated in 2n = 72 and 76.
The Tepequém Mountain is an area rich in Orchidaceae species. Among these species, E.
ibaguense displays significant morphologic variations among its different morphotypes and
variation in chromosome number, indicating the occurrence of speciation in the studied

population.

Keywords: Reproductive biology, Cytogenetic, Tepuy, Orchidaceae
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1. INTRODUCAO

As orquideas sdo predominantemente encontradas em regides tropicais € ocorrem em
diferentes ambientes como em campo rupestre, deserto e todos os tipos de florestas, desde o
nivel do mar até acima de 4.500 m de altitude, porém mais abundantes entre 500 e 2.000m
(PABST & DUNGS, 1975, 1977, DRESSLER, 1981; DAHLGREN, et al., 1985). Nesta
familia existe uma grande variedade de tipos de crescimento ou habito, sendo que as espécies
epifitas sdo dominantes na regido tropical, enquanto que as espécies terricolas se adensam a

medida que se distanciam da linha do Equador (GENTRY, 1988).

No Brasil, encontra-se uma das maiores diversidades de orquideas das Américas e do
mundo, com cerca de 2.500 espécies pertencentes a 220 géneros (SOUZA & LORENZI,
2008). Portanto, o Brasil ¢ considerado o terceiro pais mais rico em diversidade, depois da
Colombia e Equador (PABST & DUNGS, 1975; DRESSLER, 1981) e o principal centro de
dispersdo, com ocorréncia de mais da metade das espécies registradas na América Central e

América do Sul (TOSCANO DE BRITO & CRIBB, 2005).

A Floresta Atlantica (1.522 espécies) e a Amazonica (874 espécies), no Brasil, sdo
vegetacdes de representativa ocorréncia da familia Orchidaceae (BARROS, et al., 2017). A
Floresta Amazonica ¢ constituida de um complexo vegetacional, no qual as orquideas

ocorrem nas diversas tipologias florestais em diferentes niveis de diversidade.

Na Amazonia brasileira foram catalogadas 874 espécies em 154 géneros de
Orchidaceae (BARROS, et al., 2017)) e desde Pabst e Dungs (1975), a bacia Amazdénica ¢
considerada a segunda maior provincia climatica em diversidade, com 35% das espécies do
pais. Em Roraima ocorrem 312 espécies e 111 géneros, sendo considerado o terceiro Estado
da Amazonia brasileira em diversidade de Orchidaceae, e o primeiro ¢ o Amazonas, com 510

espécies, seguido pelo Para, com 411 espécies (BARROS, et al., 2017).

O género Epidendrum L. ¢ um dos mais numerosos da subtribo Laeliinae, com cerca
de 1.200 espécies (CHASE, et al., 2003; PINHEIRO & BARROS, 2007) distribuidas na
América Tropical, dos Estados Unidos a Argentina (DRESSLER, 1993; SILVA & SILVA,
2004), sendo que o centro de diversidade do género localiza-se na América do Sul. No Brasil
sdo registradas 139 espécies deste género, distribuidas por todas as regides do pais, nos mais
variados tipos climaticos e vegetacionais (BARROS, et al., 2017). Apesar da grande
diversidade do género Epidendrum, pouco se sabe a respeito da biologia reprodutiva dessas

espécies (PANSARIN, 2003; PANSARIN & AMARAL, 2008a). A maioria dos estudos
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envolvendo a investigagdo do sistema reprodutivo deste grupo ndo avalia a viabilidade das
sementes, desconsiderando a embriologia das sementes para determinar a autocompatibilidade

das espécies (GOSS, 1977; PANSARIN, 2003; PANSARIN & AMARAL, 2008a).

Além disso, atualmente a diversidade de espécies pode estar subestimada. No Estado
do Ceard, Freitas et al. (2011) registrou 51 espécies, em 32 géneros, sendo que em uma
revisao na lista da Flora do Brasil e na cole¢ao do Herbario Prisco Bezerra, da Universidade
Federal do Ceara, o numero de espécies ¢ ainda maior, cerca de 64. Isso demonstra que a
diversidade de orquideas no Brasil ¢ apenas uma estimativa, especialmente na Amazonia e no
Estado de Roraima, onde ainda existem muitas areas inexploradas. Portanto, sdo necessarios

estudos taxondmicos para determinar a real diversidade em nossos ecossistemas.

Epidendrum ibaguense Kunth ¢ encontrada do México a América do Sul

(SHUTTLEWORTH, et al., 1970). No Brasil, os Estados do Acre, Amazonas, Amap4, Bahia,
Mato Grosso, Pard, Rio de Janeiro, Roraima e Sergipe apresentam um grande nimero de
exemplares em afloramentos rochosos, podendo variar de 200 a 1.000m de altitude, tanto nas
savanas quanto nas florestas (LUZ & FRANCO, 2012; BARROS, et al., 2017). Esta espécie
apresenta uma haste longa e caracteristica, com flores, possuindo as mais variadas coloragdes,
e a inflorescéncia persiste em grande parte do ano. No cultivo, adapta-se em plena exposicao a
luz do sol, escassez de agua e nutrientes. Logo, conclui-se que esta espécie apresenta um
grande potencial mercadologico (LUZ & FRANCO, 2012).
Na regido noroeste de Roraima, na Serra do Tepequém, os registros de ocorréncias de E.
ibaguense demonstram a ampla diversidade na coloragdo das flores (LUZ & FRANCO,
2012). Diferentes fenétipos florais podem ser resultado da divergéncia na espécie e pode levar
ao isolamento reprodutivo através da mudanga de polinizador, ocasionando a especiagdo
(HODGES & ARNOLD, 1994; KAY & SCHEMSKE, 2003; FENSTER, et al.,, 2004;
GEGEAR & BURNS, 2007; THOMSON & WILSON, 2008). A mutacdo em genes,
frequentemente estd relacionada a variagdo na coloragdao floral, afetando assim o
comportamento dos polinizadores (BRADSHAW & SCHEMSKE, 2003; HOBALLAH, et al.,
2007; STREISFELD & RAUSHER, 2009; HOPKINS & RAUSHER, 2011; YUAN, et al.,
2013).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Roraima e a Serra do Tepequém

O Estado de Roraima estd localizado no norte do Brasil, com superficie de
224.298,980 km? (IBGE, 2002), inserido em sua totalidade, no Centro de Endemismo da
Guiana e, em parte, no Escudo Guianense (FUNK & HOLLOWELL, 2007). A cobertura
vegetacional original ¢ distribuida em diferentes formagdes florestais e nao-florestais,
incluindo algumas particularidades como as campinaranas, concentradas ao sul, e os Tepuis,

ao norte (BARBOSA, et al., 2003).

As Florestas Ombrofilas predominam com variantes altitudinais que sdo desde as
florestas montanas, sub-montanas, de terras baixas e aluviais (GRIBEL, et al., 2009). Dentre
os ecossistemas nao florestados, as savanas encontradas em Roraima, também conhecidas
como lavrados (VANZOLINI & CARVALHO, 1991), formam as maiores areas desta
vegetacdo da Amazodnia brasileira e compdem o complexo paisagistico “Rio Branco-
Rupununi”, que se estende para a Guiana ¢ Venezuela (BARBOSA, et al., 2007). Outro tipo
de formag¢ao nao-florestal encontrada no Estado sdo as campinaranas, que ocorrem na por¢ao

Centro-Sul, e sdo unidades fitofisiondmicas complexas (LISBOA, 1975).

Os Tepuis sao um tipo de montanha tabular que possui topo plano e altitudes que
podem chegar a mais de 3.000 m. Comuns na Venezuela, também sdo encontrados nas
Guianas e no Brasil, podem ser exemplificados pela serra do Aracéd e o pico da Neblina. Na
Amazonia Legal os Tepuis representam menos de 2% da regido, com alguns cumes na
fronteira do Brasil com a Venezuela, como o Monte Roraima e o Monte Caburai e as serras de
Uafaranda e¢ Tepequém, em Roraima (MEIRELLES, 2004). Apesar de sua riqueza e
diversificacdo floristica, cujo nivel de endemismo ¢ extremamente elevado, segundo
pesquisadores do Jardim Botanico do Missouri (Estados Unidos) que afirmam que pelo menos
33% (766 espécies) das plantas dos Tepuis sdo endémicas desses campos de altitude. Porém,

os Tepuis ainda sdo relativamente pouco estudados no Brasil (BORGES, et al., 2013).

Em uma éarea limitrofe do Estado de Roraima com a Venezuela, numa zona de
transicdo entre campos e florestas primarias estd a Serra de Tepequém (Fig. 1). A paisagem
local ¢ composta de um mosaico de ecossistemas (Fig. 2) com predominio de areas de
Cerrado e Floresta Amazonica, com uma altitude de aproximadamente 1.200 m. A vegetacdo
mostra-se bastante modificada em decorréncia das agdes antropicas, caracterizada

principalmente pelo garimpo de diamantes, que ocorreu entre 1930 e meados de 1970, com
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manchas de florestas sendo encontradas nas nascentes ou nas quedas d’agua, e florestas
primarias, concentrando-se nas areas de maior declive, situadas na encosta oeste, conectando-

se com a mata que circunda a Serra (BARBOSA, 1992).

Guiana

YANOMAMI|

RORAIMA

TROMBETA
MAPUERA

WAIMIRI-ATROARI

Figura 1. Mapa indicando a localizagdo da Serra do Tepequém no estado de Roraima, em

destaque a vila Tepequém.

Figura 2. Paisagens da Serra do Tepequém.
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2.2 Floristica

O levantamento floristico € a principal ferramenta para o conhecimento da vegetacao
de uma area ou regido e para a determinagao da diversidade local. A necessidade de realizar
estudos de diversidade de espécie esta associada aos subsidios que os resultados destes
propiciam. Uma vez que, a partir dos dados obtidos ¢ possivel desenvolver estudos
taxondmicos, fenoldgicos, fitossociologicos e ecologicos, € com isto planejar politicas de

manejo sustentavel, bem como definir areas prioritarias para a conservacgao.

As monocotiledoneas sdo um grupo com muitas dificuldades de identificagdo, seja
pela falta de estudos taxondmicos, caréncia de coletas ou pela auséncia e/ou ma conservacao
dos tipos! (RODRIGUES, et. al., 2017). Dentro deste grupo, a familia Orchidaceae destaca-se
por apresentar grande diversidade morfoldgica que, associada as dificuldades citadas
anteriormente, faz com que novos inventarios floristicos em areas e habitats ainda pouco
mostrados resultem na determinacdo de novas espécies, € consequentemente, no aumento da

diversidade da familia (VIEIRA, et. al., 2014).

Levantamentos floristicos que incluam Orchidaceae sdo importantes, pois além de
colaborarem para determinar a real diversidade de espécies desta familia, segundo Zotz e
Andrade (2002), as orquideas s3o bioindicadoras ambientais, uma vez que ocupam nichos
especializados, e sdo sensiveis as interferéncias antrépicas em matas primarias. Com 1isso,
muitas espécies de Orchidaceae também sdo utilizadas como bioindicadoras de habitats

prioritarios a conservacao (ICNF, 2017).

Estudos de composi¢do floristica que comparem a distribui¢do das espécies entre
diferentes comunidades auxiliam na determinagdo dos padroes de distribuicdo das
Orchidaceae. Uma das ferramentas utilizadas para a comparagao entre a diversidade floristica
¢ o coeficiente de similaridade de Sorensen — determinado a partir da equacdo IS= 2a/2a+b+c,
onde a indica o nimero de espécies em comum; as comunidades, b e ¢ indicam niimero de
espécies exclusivas de cada area (KREBS, 1989). Este se destaca por considerar com maior

peso as espécies que sao comuns as areas em relagdo as espécies excluvisas de cada area.

2.3 Ecologia de populagoes

Alguns fatores ambientais, tais como alteragdes das condi¢des ecologicas ao longo dos
gradientes de altitude e latitude, quando associados as variacdes de pluviosidade e das

temperaturas ao longo do ano, constituem determinantes eficientes para a abundancia e
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diversidade de orquideas nos ecossistemas de florestas tropicais (GENTRY & DODSON,
1987a, 1987b). Tal evidéncia corrobora com a importancia da conservagao in situ, uma vez
que esta possibilita a evolugcdo continua dentro de ambientes naturais (JAIN, 1975).
Entretanto, torna-se imprescindivel os estudos de ecologia de populacdes para uma andlise e
quantificac¢do precisa destes grupos especificos de individuos com ocorréncia em uma mesma

regido e sob a influéncia de fatores bidticos e abioticos similares (HUTCHINGS, 1997).

Dentre estas analises a distribui¢do espacial de uma espécie dentro da comunidade ¢
um fator indicativo do grau adaptativo e organizacional da espécie no ecossistema.
Caracteristicas como a forma e o tamanho da populacdo e o tipo de polinizador podem
também afetar a variabilidade genética da populacao, uma vez que populagdes pequenas estao
mais susceptiveis aos efeitos de endogamia, deriva genética e efeitos estocasticos. Estes
poderdo promover a diferenciagdo entre populagdes, a queda da heterozigosidade e redugao na

variabilidade intrapopulacional (HAMRICK, 1989; HAMRICK & GODT, 1989, 1990).

2.4 Biologia reprodutiva

Os sistemas de reprodugdo influenciam fortemente a variabilidade genética de espécies
vegetais, sendo considerados um ponto chave na biologia da conservacio (HAMRICK &
GODT, 1990). A grande maioria das Orchidaceae sdo autocompativeis (van der PIJIL &
DODSON, 1966; DRESSLER, 1981, 1993; CATLING & CATLING, 1991) e este sistema ¢
bastante flexivel, pois plantas isoladas tém a possibilidade da autopolinizac¢do, o que se torna
um dispositivo importante em eventos de dispersdo a longa distancia, colonizagdo de outros

ambientes e especiacao, seja ela por mutagao ou hibridizagao.

Entretanto, a autopolinizagdo tende a ser pouco facilitada devido a presenca de uma
série de filtros ou barreiras parciais, baseados em mecanismos florais, geralmente anteriores a
ocorréncia da polinizacao (van der PIJL. & DODSON, 1966; CATLING & CATLING, 1991;
TREMBLAY, et al.,, 2005; LOWRY, et al., 2008; XU, et al., 2012). Em alguns casos,
barreiras genéticas, como a presenca de alelos recessivos letais, podem evitar que frutos sejam
formados através de autopolinizacdo (JOHANSEN, 1990; TREMBLAY, 1994). O estudo de
barreiras pré-polinizacdo tem recebido aten¢do consideravel em linhagens de plantas com
elevado grau de diversificacdo floral, tais como as orquideas (van der PIJL & DODSON,
1966, TREMBLAY, et al., 2005). Consequentemente, o papel das barreiras pos-polinizagao
raramente tem sido investigado (SCOPECE, et al., 2007, 2008).
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Todavia, a ocorréncia da autoincompatibilidade em orquideas tem sido descrita em
diversas espécies de diferentes linhagens, como nos géneros Cattleya Lindl., Epidendrum L.,
Malaxis Sol. Ex Sw, Oncidium Sw., Orchis L., Pleurothallis R. Br. e Stelis Sw. (EAST, 1940;
STORT & MARTIN, 1980; DIERINGER, 1982; ACKERMAN & MONTERO-OLIVER,
1985; AGNEW, 1986; ACKERMAN, 1989; JOHANSEN, 1990; WHIGHAM & O’NEIL,
1991; CHRISTENSEN, 1992; PARRA-TABLA, et al., 2000; ARAGON & ACKERMAN,
2001; OH, et al., 2001; BORBA, et al., 2001; TREMBLAY, et al., 2005) e evidencia ser
predominante em espécies de Epidendroideae de regides tropicais (TREMBLAY, et al.,
2005).

Estudos sobre biologia reprodutiva das Orchidaceae sdo importantes, pois auxiliam no
melhor entendimento das variagdes € nos padroes de evolucao deste grupo (DODSON, 1962;
DRESSLER, 1968; 1981; 1993; van der PIJL & DODSON, 1966), principalmente estudos
sobre polinizadores, uma vez que, adaptacdes morfoldgicas em resposta a polinizadores
especificos sdo considerados os fatores mais importantes no desenvolvimento e manutengado
do grande numero de espécies na familia (GARAY, 1960; DODSON, 1962; PIIL &
DODSON, 1966; FAEGRI & van der PIJL, 1979).

Porém, a maioria dos estudos ndo considera a viabilidade das sementes, utilizando a
equagao de Bullock (1985) para determinar a autocompatibilidade de uma espécie.
Originalmente o indice de autocompatibilidade ¢ calculado a partir das taxas médias de
frutificacdo por autopolinizacdo e por polinizacdo cruzada. Entretanto, quando considerada a
viabilidade das sementes formadas a partir de autopoliniza¢do e de polinizagdo cruzada, a
mesma equacao adaptada considera a taxa de viabilidade das sementes de autopolinizagado (a),
dividido pela taxa de viabilidade de sementes em polinizagdo cruzada (b) vezes 100 (IAI = a/b
x 100). Estabelecendo que, quando o indice ¢ menor que 25%, a espécie € considerada

autoincompativel.

2.5 Citogenética

A familia Orchidaceae apresenta uma grande diversidade de nimeros cromossdmicos
(TANAKA & KAMEMOTO, 1984) e apesar de investigagdes citogenéticas na familia
estarem sendo realizadas ha muitos anos, estima-se que apenas cerca de 13% de suas espécies
sdo conhecidas quanto ao nimero cromossomico (FELIX & GUERRA, 2000). Em relagao

aos estudos de cromossomos de orquideas da América do Sul, as contribui¢des mais
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importantes foram feitas por Blumenschein (1960), DeMatteis e Daviia (1999), Daviia et al.
(2009) e Felix e Guerra (1998, 1999, 2000, 2005, 2010). Quanto as espécies de orquideas
brasileiras, a situacao ¢ dramatica, em contraste com as 2.500 espécies conhecidas, somente
cerca de 3% do numero cromossdmico ¢ conhecido, contemplando preferencialmente taxons
de interesse economico (VEROLA, 2008).

A variagdo nos numeros cromossomicos em orquideas ¢ bastante elevada, com
registros de 2n= 12 em Psygmorchis pusilla (L.) Dodson & Dressler (DODSON, 1957) até
2n= 240 em Epidendrum cinnabarinum Salzm. ex Lindl. (FELIX & GUERRA, 2010). O
predominio de 2n= 38, 40 e 42 na maioria das orquideas, e a ocorréncia de 2n= 12 em P.
pusilla tem sugerido que x= 6 ¢ o nimero basico para a familia (BRANDHAM, 1999). Por
outro lado, Felix e Guerra (2000, 2005), examinando a variacdo cromossoémica no clado
Cymbidioide (sensu DRESSLER, 1993) e nas subfamilias Cypripedioideae, Orchidoideae
(incluindo Spiranthoideae Dressler) e Vanilloideae Szlach sugerem que x= 7 ¢ o nimero
basico mais provavel para a familia. Devido a diversidade e o baixo percentual de numero
cromossomico estabelecido para as espécies da familia, o nimero bésico de cromossomos
permanece apenas especulativo.

Essa diversidade cariotipica em Orchidaceae pode ser observada ndo apenas nos
numeros basicos, como também nos tamanhos dos cromossomos (LEVIN, 2002; GUERRA,
2008), sugerindo que as mudangas no namero cromossomico sdao parte de processos
evolutivos em andamento (RAMSEY & SCHEMSKE, 1998). A variac¢do significativa do
nimero de cromossomos observada em Epidendrum (PINHEIRO, et al., 2009) e Cattleya
Lindl. (YAMAGISHI-COSTA & FORNI-MARTINS, 2009) foi causada principalmente por
eventos de hibridacdo e introgressao, processos evolutivos comumente associados a
reorganizacdo do numero de cromossomos e a evolucdo por ploidia (RAMSEY &
SCHEMSKE, 1998; DOYLE, et al., 2008).

Os intercambios de genes entre os taxa com grandes diferencas no numero de
cromossomos também tém sido observados em Epidendrum (PINHEIRO, et al., 2010),
desafiando a visdo amplamente difundida do "isolamento instantdneo" entre espécies com
diferentes numeros cromossdmicos (COYNE & ORR, 2004). Porém, apenas 2,8% de
Epidendrum spp. foram estudados citologicamente, e estes demonstram a variacdo do numero
de cromossomos entre espécies estreitamente relacionadas e entre populacdes da mesma
espécies. A escassez de dados cariologicos para Epidendrum dificulta a compreensdo da

direcdo da evolugdo carioldgica e outros aspectos das relagdes filogenéticas deste género.
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2.6 Hibridizacado

Orchidaceae sao particularmente propensas a hibridacao devido a ocorréncia de muitas
espécies simpatricas, ¢ um tipo predominante de sistema reprodutivo autocompativel que
anula grande parte das barreiras reprodutivas (PIJL & DODSON, 1966; DRESSLER, 1981,
1993; CATLING & CATLING, 1991; MALLET 2005).

Além disso, a propagacao vegetativa e a poliploidia podem contribuir para a
estabilizagdo e estabelecimento de muitos destes hibridos (HEDREN, et al., 2007). Nas
regides tropicais os individuos de morfologia intermedidria ocorrem em muitas populagoes,
formando zonas hibridas. Um dos exemplos mais conhecidos de hibridagdo no processo
evolutivo é o género Epidendrum (HAGSATER & SOTO, 2005; PANSARIN & AMARAL,
2008b; PINHEIRO, et al., 2009). Como ja mencionado, trata-se do maior género Neotropical
de Orchidaceae para o qual a hibridag¢do foi sugerida como hipdtese para justificar os altos
niveis de diversidade morfolégica observada e a existéncia de espécies cripticas, ou seja,
espécies que ndo se distinguem morfologicamente, mas estdo isoladas reprodutivamente. No
entanto, apesar desta hipotese generalizada de que a hibridacdo ¢ frequente, estudos

considerando este aspecto sdo raros, tendo como referéncia Pinheiro et al. (2010).

Na hibridacdo ocorre a fusdo de gametas geneticamente diferentes, que resulta em
individuos hibridos heterozigoticos para um ou mais locos. Através destes eventos surgem
novas linhagens que podem apresentar caracteristicas adaptativas as variagdes bioticas e
abidticas do ambiente, assim possibilitando a perpetuacdo e sobrevivéncia da espécie. A
hibridizacdo ¢ reconhecidamente um modo de especiagdo rapida que originou um elevado
numero de espécies (ANDERSON & STEBBINS, 1954; BLUMENSCHEIN, 1960;
BRIEGER, 1960). Nos estudos referentes as Orchidaceae, com origem em regiao Neotropical,
¢ amplamente aceita que a formacao de hibridos viaveis contribuiu para a grande diversidade
desta familia (BLUMENSCHEIN, 1960; van der PIJL & DODSON, 1966; PANSARIN &
AMARAL, 2008 a).

O papel da hibridizag¢ao na especiacao € aparentemente comum, pois estudos sugerem
que pelo menos 40% das espécies de plantas podem ter surgido a partir deste processo
(ELLSTRAND & SCHIERENBECK, 2000; SEEHAUSEN, 2004; MALLET, 2005;
MALLET, 2007; RIESEBERG & BAACK, 2007; ARNOLD, et al., 2012; ABBOTT, et al.,
2013).

Adicionalmente a este aspecto construtivo, no qual a hibrida¢ao pode originar novas

linhagens, a introgressdo de genes também poderd aumentar a variabilidade genética
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(WENDT, et al., 2002; BAACK, et al., 2005), mas pode também levar a assimilagdo genética
dos seus congéneres (RHYMER & SIMBERLOFF, 1996). Com o advento da tecnologia de
estudos gendmicos e as técnicas de sequenciamento, ¢ possivel avaliar a variabilidade
genética e diferenciar as espécies. Por exemplo, a partir da comparagdo entre sequéncias
génicas de uma espécie. Atualmente, a disponibiliza¢do de sequéncias em bancos publicos na
internet, como o GenBank, possibilita o acesso a dados gerados em laboratérios de todo o
mundo. As ferramentas moleculares t€ém um importante papel para a compreensao dos
processos naturais determinantes da diversidade de espécies e no desenvolvimento de técnicas

que permitem a conservagdo e o conhecimento da biodiversidade do planeta.

2.7 Variabilidade genética

O conceito de biodiversidade abrange trés niveis fundamentais: ecossistemas?
espécies® e genes' (Convengdo sobre Diversidade Bioldgica, www.cbd.int/convention/text/).
O nivel do gene corresponde a diversidade genética dentro da espécie, compde parte integral
da biodiversidade, sendo importante para a preservacao do potencial evolutivo das espécies e

para o funcionamento do ecossistema (TABERLET, et al., 2012).

A diversidade genética, no entanto, recebeu menos atencdo na avaliagdo da
biodiversidade do que a diversidade de ecossistemas e espécies (LAIKRE, et al., 2009),
apesar de estudos que demonstram claramente a importancia da diversidade genética para a
aptidao e persisténcia das populagdes (FRANKHAM & RALLS, 1998; SACCHER], et al.,
1998). A diversidade genética dentro das espécies de plantas dominantes aumenta a
resisténcia do ecossistema a perturbagdes (HUGHES & STACHOWICZ, 2004) e recuperagao
ap6s extremos climaticos (REUSCH, et al., 2005). Além disso, promove a produtividade
primaria e, portanto, a diversidade das comunidades de artrépodes herbivoros e predadores

(CRUTSINGER, et al., 2006).

Do ponto de vista populacional, uma das teorias da genética de populacdes prevé a
interrupcao da conectividade genética quando as populagdes se tornam pequenas e estdo

fragmentadas ou geograficamente isoladas. O tamanho reduzido da populacdo e o maior

. , " . u . u .

2 Ecossistema ¢ o conjunto de todos os organismos que habitam em um determinado espago e os fatores

abidticos desse espaco interagindo entre si.

3 Espécie ¢ o conjunto de individuos semelhantes capazes de se reproduzirem naturalmente, originando

descendentes férteis.

4 y . . . A s , . c o~
Gene ¢ a unidade fundamental da hereditariedade, uma sequéncia de nucleotideos localizada em uma posi¢éo

particular em um cromossomo que codifica um produto funcional especifico.
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isolaento também podem perturbar o sistema de reproducdo, com redug¢do do numero de
parceiros disponiveis, aumento dos niveis de autofecundagdo para espécies autocompativeis e
subsequentes redugdes nos niveis de sucesso e aptidao reprodutivos a descendéncia através de
depressdo por endogamia (AGUILAR, et al., 2006; NOSIL, et al., 2008; ECKERT, et al.,
2010; JACQUEMYN, et al., 2012; MILLAR, et al., 2014).

Variagdes genéticas adaptativas em resposta a variacdo ambiental ajudam a
compreender o potencial de adaptacdao evolutivo (HOFFMANN & WILLI, 2008). Avancos
técnicos na triagem gendmica para numerosos loci moleculares espalhados ao longo dos
genomas nos permitem identificar variacdes genéticas ligadas ao meio ambiente (MANEL, et
al.,, 2012). Com a comparacdo de marcadores nucleares biparentais herdados ¢ possivel
esclarecer a importancia relativa dos genes no fluxo polinico mediada por sementes e pdlen,
com profunda influéncia na estrutura de populagdes naturais (PETIT, et al., 2005; DUMINIL,
et al., 2007). Pouco se sabe sobre a capacidade de dispersdo de espécies que habitam locais
ambientalmente adversos (PINHEIRO, et al., 2011). Através da utilizagdo de marcadores
nucleares € possivel determinar o contexto filogeografico de uma populacao ou entre espécies
vegetais (KING, et al., 2009; PALMA-SILVA, et al., 2009) gerando esclarecimento sobre as

espécies destes ecossistemas.

3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Determinar a diversidade de Orchidaceae da Serra do Tepequém, Amajari — RR, ¢
caracterizar os morfo de Epidendrum ibaguense correlacionando variagdes morfologicas e

possiveis variagdes do nimero cromossomico dos morfotipos em populagdes naturais.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
1) Determinar a diversidade de Orchidaceae na Serra do Tepequém;

i1) Caracterizar a ocorréncia de morfotipos de Epidendrum ibaguense na Serra do

Tepequem;

ii1) Determinar o tipo de sistema reprodutivo de Epidendrum ibaguense, descrever a

formacao de frutos entre os morfotipos e avaliar a viabilidade das sementes dos frutos;

iv) Correlacionar variagdes morfoldgicas e possiveis variagdes citogenéticas.
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4. JUSTIFICATIVA

A perda da biodiversidade ocasionada por atividades antropicas, por exemplo, o
desmatamento e a fragmentacdo da vegetacdo tem feito com que estudos de levantamento
floristicos sejam cada vez mais importantes, uma vez que estas pesquisas fornecem subsidios
para a elaboracao de medidas normativas que visem a protecdo da biodiversidade (BECKER,
2001). Sendo a Serra do Tepequém uma area em potencial para o ecoturismo, tendo em vista
que esta atividade tem crescido, ¢ importante determinar a diversidade local. Devido as
dificuldades em determinar a diversidade de Orchidaceae, este estudo pretende gerar dados
que auxiliem neste sentido, principalmente para a Serra do Tepequequém, area a qual ndo

possui levantamento floristico.

Além disso, considerando a diversidade na coloracdo das flores de Epidendrun
ibaguense registrada na Serra do Tepequém, e a auséncia de estudos para esta espécie,
produzir informacdes de autoecologia em ambiente natural para E. ibaguense ¢ importante,
pois esta espécie pertence a um grupo taxondmico complexo, no qual a hibridizagdo ¢ relatada
como hipdtese para justificar a alta diversidade, sendo o género Epidendrum considerado um

modelo potencial para estudos de questdes evolutivas em espécies vegetais.

Portanto, nessa tese serdo abordados esses temas, a fim de produzir dados que
auxiliem em futuros estudos que abordem o cenéario mais amplo sobre diversidade de
Orchidaceae em Roraima e na Amazonia, considerando-se particularmente os Tepuis, assim
como estudos de evolugdo para o género Epidendrum. Para isto, seguem os resultados

obtidos.
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Abstract: The Orchidaceae family is one of the largest among the angiosperm, with more
than 25000 species. About 2500 species occur in Brazil, 871 species are found in the Brazilian
Amazon. In the far north of Brazil, in the state of Roraima, is located the Tepequém
Mountains, a Tepuy - mountain top with table shape — with relictual vegetation due to
prolonged isolation. Historically, Tepequém was a site of diamond exploration, which caused
changes in the landscape. However, with mining decay, ecotourism became the main
economic activity. About 68% of Roraima’s territory is composed of conservation areas and
indigenous lands, and the Tepequém Mountain is the only Tepuy found outside the protected
areas. Thus, this study aims to describe the orchid flora found at Tepequém’s Tepuy, an area
of ecological and economical importance for Roraima’s ecotourism. The survey was carried
out through expeditions between the years of 2013-2015. The species were photographed,
harvested and taken to Embrapa Roraima for identification, exsiccate confection and/or
cultivation. The exsiccatae were deposited at Roraima’s Integrated Museum (Museu Integrado
de Roraima — MIRR) and the Federal University of Roraima (Universidade Federal de
Roraima — UFRR). Any orchid specie deposited by other collectors was also considered.
Thus, 20 genera and 34 species were registered at Tepequém. The genera with largest
representation were the Epidendrum (7 spp.), Scaphyglottis (4 spp.) and Habenaria (3 spp.),
with 70% of the other genera presenting one specie only. 10% of Roraima’s orchid’s diversity
is found at Tepequém. The diversity of habitats — forest, campina and savannah — found at
Tepequém’s Tepuy allows the Orchidaceae species diversity and the unique flora with low

similarities to other floristic surveys.

Key-words: Orchidaceae, High altitude vegetation, Amaraji, Amazon

Resumo: A familia Orchidaceae ¢ uma das maiores dentre as angiospermas com mais de
25.000 espécies. No Brasil existem cerca de 2.500 espécies, sendo que 871 espécies sdo

encontradas na Amazonia brasileira. No extremo norte do Brasil, no estado de Roraima,
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encontra-se a serra do Tepequém, um Tepuy, ou seja, uma montanha com o topo em forma de
mesa, onde a vegetagdo ¢ relictual devido ao isolamento prolongado. O Tepequém
historicamente foi alvo da exploracdo de diamante, o que causou mudangas na paisagem;
porém, com a decadéncia da mineracdo, atualmente a principal atividade econdmica
desenvolvida ¢ o ecoturismo. Em Roraima cerca de 68% do territorio sdo areas de
conservagao e terras indigenas, e a serra do Tepequém ¢ o unico Tepuy que ndo se encontra
dentro de areas de protegdo. Portanto, o objetivo deste estudo ¢ descrever a flora orquidofila
no Tepuy do Tepequém, uma area de importdncia ecoldgica e econdmica em termos de
ecoturismo no estado de Roraima, Brasil. O levantamento das espécies de Orchidaceae foi
realizado a partir de expedigdes entre os anos de 2013 e 2015. As espécies foram
fotografadas, coletadas e levadas a sede da Embrapa Roraima para identificagdo, confec¢ao de
exsicatas e/ou cultivo. As exsicatas foram depositadas nos herbarios do Museu Integrado de
Roraima (MIRR) e da Universidade Federal de Roraima (UFRR), as espécies de orquideas
depositadas por outros coletores nos herbarios também foram consideradas. Assim, foram
registrados 20 géneros e 34 espécies de Orchidaceae no Tepequém. Os géneros com maior
representatividade foram Epidendrum (7 spp.), Scaphyglottis (4 spp.) e Habenaria (3 spp.),
enquanto 70% dos géneros apresentaram apenas uma espécie. No Tepequém concentra-se
10% da diversidade de orquideas de Roraima. Esta diversidade de habitats — floresta, campina
e savana, encontrados no 7Tepuy do Tepequém possibilita a diversidade de espécies de
Orchidaceae e a flora singular que apresentou pouca similaridade com outros levantamento
floristico.

Palavras-chave: Orchidaceae, Vegetacao de altitude, Amajari, Amazonia.

Introduction

The Orchidaceae family is one of the largest among the angiosperm, with more than
25000 species (CHASE et al., 2003). A privileged orchid flora can be found in Brazil, with
yearly reports of new species been publish in understudied places. Thus, floristic surveys
covering this family are important to enlarge the available knowledge on orchid’s diversity.

The Guiana Highlands can be found in northern South America, an area comprised by
Brazil, Venezuela and Guyana, in which a great number of table-shaped mountains, regionally
called “Tepuy”, can be found. A few are located at Roraima, such as: the Roraima Mount
(RR), the Tepequém Mountains (RR), Urutanim (RR), Uafaranda (RR) and Surucucus (RR).
These areas remained isolated for a long time, resulting in a unique floristic unit (ALVES et
al., 2007). With this in mind, Haffer (1992) pointed that studies were necessary to understand

how this unique landscape came to be at the Amazon portion.
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Throughout the 30-70 decades, the Tepequém was a site of diamond mining
(BARROS, 1995). Due to dynamite usage several environmental changes occurred during this
time, such as riverbed alterations and watercourse’s silting (HOLANDA, 2014). Nowadays,
after mining prohibition, tourism became the main economic activity, showing the region’s
natural beauty and its unique natural resources. Interestingly, few studies were conducted in
the area, and the floral surveys necessary for both tourism activities and environmental
preservation remain to be done.

Studies carried out by Alves et al. (2007) point that soil drainage and poverty of
nutrients, common features between the Tepuy and rupestrian fields, probably contributed to
species’ distribution pattern and similarity occurrence between these two landscapes. The
authors reported great species’ diversity for the Xyridaceae and Eriocaulaceae families at the
Tepuy and rupestrian fields. On the other hand, the Rapateaceae family encompasses more
than 100 species in the Tepuy, but is represented by the single endemic specie Cephalostemon
riedelianus Koern in the rupestrian fields (ALVES et al., 2007). However, this study did not
include the monocotyledons. Thus, the Orchidaceae family was not compared. In order to
contribute to the floristic inventory of the Amazon, especially regarding its mountainous
areas, this study aimed to describe the Orchidaceae species found in Tepequém’s Tepuy, an
area with distinctive vegetation, of high ecological and economical importance for the

Amazon region.

Material and methods
Study site

The Tepequém Mountain is located in a border area of Roraima, between Brazil and
Venezuela, 50 km away from the municipality of Amajari. The mountain covers an area of
12000 Km?, located in the center of a closed basin. The altitude ranges from 550 to 1100 m,
with humid tropical climate type Am (K&ppen classification) and annual average temperatures
between 22 and 24° C. During the rainy season, temperature below 20° C have been registered
for the areas above 700 meters and at the mountain peak, with annual average rainfall of 2250
mm (BRASIL, 1975).

The vegetation that comprises study site is made of a dense forest area, with arboreal
species such as Micranda lopessi, R. E. Schultes., Nectandra (Ocotrea) rubra Mez.,
Elizabetha sp., Eschweilera odora Miers., Cariniana micrantha, Mezilaurus itauba, among
others (VELOSO et al., 1975). Whereas, according to Silva (1997), the open and campestre
vegetation is characterized as a steppe savanna composed mainly by poaceae and cyperaceae,

in special species as: Brachiaria mutica Stapf, Panicum maximum Jacq., Cynodon dactylon L.
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Pers. and some compositae (Fig. 1.1). According to Veloso et al. (1975), been composed by
an autochthonous flora makes this vegetation an ecological refuge. A riparian vegetation can
be found in areas near drainages, with the formation of small alleys buriti (Mauritia flexuosa

L.f) (Fig. 1.1-F).

A

Figure 1.1. Landscapes that form the Tepequém. A - Tepequém Mountain Plateau; B - Forest
on the banks of Igarapé do Paiva; C - Steppe savannah; D - Savannah near the watercourse of
a semi-perennial water; E - Rocky outcroppings; and F- Buritis’ Vereda and artificial lakes

resulting from the mining activity.
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The Orchidaceae species’ survey was carried out through expeditions between the years of
2013-2015, covering both the dry and rainy seasons. The species were photographed,
harvested and taken to Embrapa Roraima headquarters for identification, exsiccate confection
and/or cultivation. Specimen’s identification was performed based on specialized
bibliography (COGNIAUX, 1893-1896; 1898-1902; 1904-1906; MIRANDA, 1996, LUZ e
FRANCO, 2012). The exsiccatae were deposited at Roraima’s Integrated Museum (Museu
Integrado de Roraima — MIRR) and at the Federal University of Roraima (Universidade
Federal de Roraima — UFRR). Orchid species deposited by other collectors were also
considered. Sorensen similarity index (SI) was calculated using the following formula: SI=
2a/2atb+c, in which a represents the number of species in common, b and ¢ represent the

number of exclusive species in each area (MUELLER-DUMBOIS e ELLENBERG, 1974).

Results

Orchidaceae species from 20 genera and 34 were found (Figure 1.2). The genera with
largest representation were the Epidendrum (7 spp.), Habenaria (4 spp.) and Scaphyglottis (4
spp.), with 70% of the other genera presenting one specie only. Forty-seven percent of the
species found at Tepequém have a wide geographical distribution, even been found in other
countries, been well disseminated in Brazil. Of the 34 species, 12 occur only in Brazil’s north
region, with no reports of five o them been found in any other federation state - Encyclia
auyantepuiensis Carnevali & I[.Ramirez, Epistephium hernandii Garay, Koellensteinia
kellnereana Rchb.f., Mapinguari auyantepuensis (Foldats) Carnevali & R.B.Singer and
Scaphyglottis bidentata (Lindl.) Dressler. Among them, Scaphyglottis sickii Pabst is endemic
to Brazil, been widely distributed in the whole country (FLORA DO BRASIL 2020, 2016).

A species distribution in four main physiognomies was observed: forest — with eight
species of epiphytic habit; campina — 17 species with variable habit among rupicolous or
terrestrial; savannah — four species of terrestrial habit; and rocky hillside — five species of

exclusive rupicolous habit (Tab. 1.1).
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Bulbophyllum exaltatum Bulbaphylium exai Ci discolar Catasefum discolor Catasetum planiceps

(Flower) Rupicolous (Plant) Rupicolous (Flowering plant) Rupicolous (Flower) Rupicolous (Flower) Rupicolous

/1 A |
Cleistes rosea Cyriopodium andersonii Encyclia auyantepuiensis Epidendrum carpophorum Epidendrum ibaguense
(Flower) Terrestnial {Flower) Rupicolous (Flower) Rupicolous (Flower) Epiphyte (Flower) Rupicolous

LJ A ' A -
Epidendrum ibaguense Epidendrum ibaguense Epidendrum nocturnum Epidendrum orchidiflorum Epidendrum ramosum
(Flower) Rupicolous {Flower) Rupicolous (Flower) Terresinal (Flower) Epiphyte (Plant) Epiphyte

Epistephium duckei Epistephinm hernandii Habenaria mifomorpha aff. Habenaria obtusa Habenaria sp.
(Flower) Terrestnial (Flower) Terrestrial (Flower) Terrestrial (Flower) Terrestrnia (Flower) Terrestrial

L3 . ok W ; .
Jacquiniella globosa Koellensteinia kelinereana Koellensteinia kelinereana M. nari ai oD i Mapinguari au P
(Plant) Rupicolous (Flower) Terrestrial (Plant) Terrestrial (Flower) Rupicolous (Plant) Rupicolous

Nohawilliamsia Qeceoclades maculata Polystachya concreta Prostechea vespa Scaphyglottis bidentata

pirarensis (Flower) (Flower) (Flowering plant) (Flowering plant)
Rupicolous/Epiphyte

(Flower) Rupicolous Terrestrial Epiphyte Terrestrial

Scaphyglottis sickii Scaphyglottis stellata Scaphygloftis sp. Sobralia granitica Sobralia granitica Trigonidium acuminatum

(Flowenng plant) (Flowening plant) (Flowenng plant) (Flowening plant) ({Flower) (Flowernmg plant)
Epiphyte Epiphyte Rupicolous Terrestnial Terrestrial Rupicolous

Figure 1.2. Orchidaceae species found at Tepequém Mountain, Roraima.
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Table 1.1. List of Orchidaceae species found at Tepequém Mountain, Roraima, predominant

habit and vegetation in which the species were found.

Espécie Habitat Vegetaciao
Bulbophyllum exaltatum Lindl. Rupicolous  Rocky hillside
B. manarae Foldats Epiphyte Forest
Catasetum discolor (Lindl.) Lindl. Rupicolous Campina
C. planiceps Lindl. Rupicolous Campina
Cleistes rosea Lindl. Terrestrial ~ Savanna
Cyrtopodium andersonii (Lamb. ex Andrews) R.br. Rupicolous Campina
Encyclia auyantepuiensis Carnevali & [.Ramirez Rupicolous Campina
Epidendrum carpophorum Barb. Rodr. Epiphyte Forest

E. ibaguense Kunt. Rupicolous Campina
E. micronocturnum Carnevali & G.A.Romero Epiphyte Forest

E. nocturnum Jacq. Terrestrial ~ Campina
E. orchidiflorum (Salzm.) Lindl. Terrestrial ~ Campina
E. ramosum Jacq. Epiphyte Campina
E. strobiliferum Rchb.f. Epiphyte Forest
Epistephium duckei Huber Terrestrial ~ Campina
E. hernandii Garay Terrestrial ~ Campina
Habenaria mitomorpha atf. Kraenzl. Terrestrial ~ Savanna
H. obtusa Lindl. Terrestrial ~ Campina
H. seticauda Lindl. Ex Benth. Terrestrial ~ Campina
Habenaria sp. Terrestrial ~ Campina
Jacquiniella globosa (Jacq.) Schltr. Rupicolous  Rocky hillside
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Koellensteinia kellnereana Rchb.f. Terrestrial ~ Savanna
Mapinguari auyantepuensis (Foldats) Carnevali & Rupicolous Campina
R.B.Singer

Nohawilliamsia pirarensis (Richb.f.) M.W.Chase & Rupicolous Campina

Whitten ex. M.W.Chase & Whitten

Notilia sp. Epiphyte Forest
Oeceoclades maculata (Lindl.) Lindl. Terrestrial ~ Forest
Polystachya concreta (Jacq.) Garay & Sweet Epiphyte Mata

Prostechea vespa (Vell.) W.E.Higgins. Terrestrial ~ Campina

Sacoila sp. Terrestrial ~ Savanna
Scaphyglottis bidentata (Lindl.) Dressler Rupicolous/ Rocky hillside/

Epiphyte Campina

S. sickii Pabst Epiphyte Forest

S. stellata Lodd. ex Lindl. Epiphyte Campina
Scaphyglottis sp. Rupicolous  Rocky hillside
Sobralia granitica G.A.Romero & Carnevali Terrestrial ~ Campina
Trigonidium acuminatum Batem. ex Lindl. Rupicolous  Rocky hillside

The Orchidaceae species registered at Tepequém Mountain were compared to the flora
found at Chapada Diamantina, Bahia (BA), at Caxiauana National Forest, Para (PA), and at
Virua National Park, Roraima (RR) using Sorensen similarity index. Results showed
similarities of 5%, 4.6% and 20% between communities, respectively. This indicates that
Tepequém’s Tepuy orchidophilic flora has greater similarity to Virua’s, with only 20% of

similar species.



41
Discussion

Silva et al. (1995) registered the occurrence of 378 species in an inventory regarding
the Amazon orchids, in which 18 occur at the Tepequém Mountain. However, by the time in
which the study was conducted, the occurrence of two species had not been recorded at
Roraima: Cyrtopodium andersonii (Lamb. ex Andrews) R.br. and Cleistes rosea Lindl. After
two decades, the number of Orchidaceae species found at Brazilian Amazon increased more
than twofold, for a total of 871 species (FLORA DO BRASIL 2020, 2016), in which all 34
species found at Tepequém Mountain are included.

There are records of 309 species distributed in 110 genera at Roraima, in which nine
are endemic to the state and 26 are endemic to Brazil FLORA DO BRASIL 2020, 2016). This
great variety of orchids’ species results from the diversity in vegetation and terrain found in
the state. This way, Roraima is considered the third state in diversity of the Brazilian Amazon,
with 10% of the orchids’ variety occurring at Tepequém mountaintop (FLORA DO BRASIL
2020, 2016).

According to Concei¢ao and Pinari (2007), the common characteristics between the
Tepuy and the rupestrian fields result in similar distribution patterns for the Xyridaceae and
Eriocaulaceae families, which could indicate a high level of similarity among the Orchidaceae
in both phytophysiognomies. However, when species found at Tepequém were compared to
those found at Chapada Diamantina (Bahia), only two were found in both areas, Epidendrum
ramosum Jacq. and Oeceoclades maculata (Lindl.) Lindl.

On the other hand, when compared to the floristic survey carried out by Bastos and
Berg (2012) at Morro do Chapéu (Chapada Diamantina micro-region), four species were
found in common: Bulbophyllum exaltatum Lindl.,, B. manarae Foldats, Epidendrum
orchidiflorum (Salzm.) Lindl. and O. maculata, for a total of 5 common species between the

Tepequém Mountain and Chapada Diamantina.
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Considering the lack of floral surveys regarding Roraima’s Tepuy orchidophilic flora,
it is only possible to compare the Tepequém Mountain and the Virua National Park (Parque
Nacional do Virud), in which 65 orchid species were registered (PESSOA, 2013), 10
occurring in both areas, been mainly found in campina areas. They are: Catasetum discolor
(Lindl.) Lindl., C. rosea, E. carpophorum, E. nocturnum Jacq., E. orchidiflorum, E.
strobiliferum Rchb.f., Nohawilliamsia pirarensis (Richb.f.) M.W.Chase & Whitten ex.
M.W.Chase & Whitten, Prostechea vespa (Vell.) W.E.Higgins., Scaphyglottis sickii Pabst and
Trigonidium acuminatum Batem. ex Lindl.

Three species can be found at both Tepequém and the National Forest of Caxiuana
(Floresta Nacional de Caxiuana — Pard), based on a floral survey performed by Kock et al.
(2014) encompassing holoepiphytes and hemiepiphytes Orchidaceae. They are: Encyclia
auyantepuiensis Carnevali & 1.Ramirez, E. carpophorum Barb. Rodr. and E. nocturnum Jacq.
This way, 11 species found at Tepequém were compared in Pessoa et al. (2014) study, been
included at the Guyana Endemism Center Centro de Endemismo da Guiana).

Comparisons between the floral surveys resulted in low species similarity when areas
were compared (SI= 0.2 — between Virua and Tepequém), probably due the prolonged floral
isolation in the Tepuy. The lack of floral surveys including monocotyledons in these
environments impairs more specific comparisons, which in turn could point the ecological

relationships that result in the local flora.

Conclusion

The habitats diversity (forest, campina and savannah) found at the Tepequém’s
mountaintop is related to the Orchidaceae diversity found in the area.

The Tepequém’s Tepuy showed no similar flora when compared to the floral surveys
carried out at the rupestrian fields, nor to the Chapada Diamantina or even the National Park

of Virua.
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The orchids flora found at Tepequém’s Mountain confirms that the Tepuys have

autochthonous vegetation.
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Capitulo 2- Estudo da Biologia Floral e Sistema Reprodutivo de Epidendrum ibaguense

Lindl. (Orchidaceae) na Serra do Tepequém, Roraima, Brasil

Resumo: O género neotropical Epidendrum L. ¢ um dos maiores da familia Orchidaceae e no
Brasil ocorrem 137 espécies, nas quais ha relatos de plantas com morfologia floral
intermediaria. Na serra do Tepequém, em Roraima, existem registros da ocorréncia de
variacoes na coloracdo das flores de E. ibaguense. Portanto, o objetivo deste estudo ¢
identificar e caracterizar a ocorréncia de variagdes morfoldgicas e fenotipicas, assim como o
sistema reprodutivo e determinar a viabilidade das sementes nesta espécie. Para
caracterizacdo fenotipica foram marcados 41 individuos observados no periodo de mar/2013 a
fev/2015. O sistema reprodutivo foi avaliado a partir de tratamentos de autopolinizagdo e
polinizacdo cruzada, e os frutos resultantes destes testes foram coletados e conservados em
FAA 50%. Posteriormente, foi analisada a viabilidade das sementes com auxilio de
microscopio optico. O periodo de floragdo de E. ibaguense ocorreu entre os meses de
novembro e fevereiro, sendo o pico de floragdo em dezembro. Embora os morfotipos
apresentem sincronia na floracdo ocorrem variagdes nas caracteristicas morfoldgicas,
principalmente entre os morfotipos semialba e vermelho. Os testes de sistema reprodutivo
resultaram em taxas de formagdo de frutos por autopolinizacdo de 68% e de polinizacdao
cruzada de 30%. A viabilidade das sementes dos frutos de polinizagdo cruzada foi de 80% e
dos frutos de autopolinizacdo foi de 69%, resultando em um indice de auto-incompatibilidade

(IAI) de 86,6%, indicando que E. ibaguense ¢ autocompativel.

Palavras-chave: Diversidade floral, morfologia, autocompatibilidade.

Abstract: The Epidendrum L. neotropical genus is one of the largest in the Orchidaceae
family, with 137 species in Brazil. Variations in the E. ibaguense flower color have been
reported at Tepequém’s Mountain, Roraima. Thus, this study aimed to identify and
characterize the morphological and phenotypic variations occurrences, as well as the
variations in the reproductive system, and assess the viability of the species’ seeds. For the
phenotypic characterization, 41 subjects were marked and observed from mar/2013 to
feb/2015. The reproductive system was assessed using self-pollination and cross-pollination
treatments, and the resulting fruits were collected and preserved in FAA 50%. Afterwards, the

seeds viability was analyzed with an optical microscope. The E. ibaguense flowering period
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occurred between November and February, peaking in December. Despite the morphotypes
showing flowering synchrony, variations in the morphological characteristics were found,
especially between the semialba and red morphotypes. The reproductive system tests resulted
in fruit formation rates of 68% for self-pollination and 30% for cross-pollination, with seeds
viability of 69% and 80%, respectively. A self-incompatibility index (S-index) of 86.6% was

found, indicating that E. ibaguense is selfcompatible.

Key-words: Floral diversity, morphology, selfcompatibility, seeds viability, Tepuy.

INTRODUCAO

Epidendrum L. constitui um dos géneros com maior numero de representantes da
familia Orchidaceae com 1.125 espécies identificadas atualmente (Chase et al., 2003). No
Brasil, segundo Govaerts et al. (2017), 159 espécies de Epidendrum foram reconhecidas na
World Checklist. Entretanto, encontram-se registradas apenas 139 espécies deste género,
segundo a Flora do Brasil 2020 (2017), das quais 83 espécies sao endémicas. Essa diferenga
no numero de espécies descritas decorre, principalmente, devido a sinonimia adotada por
diferentes autores (Nicoletti et al., 2015). Localizado no extremo norte do Brasil, na regido
amazonica, o Estado de Roraima apresenta alta diversidade de Orchidaceae, com 312 espécies
em 111 géneros, das quais 30 espécies pertencem ao género Epidendrum (Flora do Brasil

2020, 2017).

No género Epidendrum ¢ relativamente comum a ocorréncia de plantas com
morfologia floral intermediaria, principalmente como resultado de hibridizagdo. Segundo
Hubbs (1955), hibridos interespecificos sdo individuos com fenotipo intermediario entre suas
espécies parentais. Na literatura, estudos que focam a hibridizagdo para o género sdo mais
frequentes do que investigagdes de variagdes intraespecificas na morfologia floral de plantas
com fenotipo intermediario (Pinheiro, Cozzolino, 2013). Além disso, a variagdo da cor da flor
dentro das espécies de angiospermas ¢ incomum. A maioria dos casos relatados de
polimorfismos de cor da flor envolve um pequeno intervalo de cores € podem simplesmente
representar plasticidade fenotipica ou equilibrio entre mutacao e sele¢ao (Kay, 1978, Waser,
Price, 1981). Sendo assim, a alta diversidade e a ocorréncia de hibridos reprodutivamente
viaveis faz com que Epidendrum seja considerado um modelo potencial para o estudo de

questdes evolutivas em espécies vegetais (Pinheiro, Cozzolino, 2013).
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Assim, baseado no conjunto destas consideragdes, e sabendo-se que na Serra do
Tepequém, em Roraima, existem registros com ocorréncia de variagdes na coloracdo das
flores de individuos de E. ibaguense (Luz, Franco, 2012), este estudo objetivou identificar e
caracterizar as variacdes morfologicas e fenotipicas, bem como o sistema reprodutivo

intraespecifico em E. ibaguense e determinar a viabilidade das sementes desta espécie.

MATERIAL E METODOS

Area de estudo — O trabalho foi realizado na Serra do Tepequém, municipio de
Amajari, localizado na regido noroeste do Estado de Roraima. A altitude dos picos da Serra
variam entre 600 ¢ 1.100m. O clima ¢ tropical umido, do tipo Am (Kd&ppen, 1948), ¢ as
temperaturas médias anuais variam entre 22 ¢ 24°C. Porém, no periodo chuvoso, entre os
meses de abril a setembro, nas areas do topo da serra, de altitudes elevadas, sdo registradas
temperaturas inferiores a 20°C. A precipitagdo média anual ¢ de 2000mm (Barbosa, 1997). A
cobertura vegetal ¢ formada por Floresta Ombrofila e Savana Estépica (Veloso et al., 1975,
Silva, 1997). Essa regiao ¢ considerada um santuario ecologico de orquideas e bromélias, que
durante diferentes épocas do ano apresentam intensa floracdo nas encostas da serra (Luz,

Franco, 2012).

Atividade de campo — Em uma trilha preexistente, conhecida como trilha para o Plator,
foram observados agrupamentos (subpopulagdes) de E. ibaguense. Os primeiros individuos
desta espécie foram encontrados a 830 m de altitude (G1), continuando a trilha foram
marcados mais trés grupos (G2, G3 e G4) (fig 2.1). O maior agrupamento de E. ibaguense foi
0 G4 (03°45°54,6” N, 61°41°17,5” O, 1.040 m). No qual, através de contagem direta foram
extimados aproximadamente 300 individuos, destes 41 individuos foram marcados com
placas de PVC numeradas para caracterizagdo fenotipica. Durante o periodo de floracdo
determinou-se que os individuos amostrados foram 38 magenta, dois rosea € um semialba, os
quais entre marco/2013 e fevereiro/2015 foram observados mensalmente em expedi¢des ao

campo.
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Figura 2.1. Distribui¢do dos agrupamentos de individuos de Epidendrum ibaguense ao longo

da trilha para o Plator na Serra do Tepequém, Roraima, Brasil.

Foram determinados quatro morfotipos a partir da variacdo de coloracao das flores
(Fig. 2.2). Para avaliar as variacdes morfologicas entre os morfotipos foram analisadas, em
campo e com auxilio de paquimetro digital, caracteristicas vegetativas e florais. Sendo
observado o comprimento e espessura da folha (medida retirada da segunda folha da haste de
cima para baixo), comprimento da haste, comprimento das sépalas e pétalas, e, da coluna,
comprimento e didmetro do labelo, em 10 flores de cada morfotipo. Todas as medidas foram

realizadas pelo mesmo pesquisador.

Foram realizados tratamentos manuais experimentais de autopolinizagdo (N=36),
polinizacdo cruzada (N=34) e polinizacao cruzada entre diferentes morfotipos (N=2). Os
cruzamentos foram realizados em flores jovens com polinias intactas, evitando a utilizagdo de
mais de duas flores por inflorescéncia. A transferéncia da polinia foi realizada com auxilio de
uma haste de madeira, sendo a mesma descartada apds cada teste de polinizagdo para evitar
contaminagdo. Os testes de polinizagdo cruzada foram preferencialmente realizados entre

individuos espagados, dos diferentes agrumapentos (G1, G2, G3 e G4).
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Figura 2.2. Flores dos morfotipos de Epidendrum ibaguense: A- Semialba, B- Rdsea, C-
Magenta, D- Vermelha.

Atividade de laboratorio — Os frutos resultantes dos testes de polinizacdo foram
coletados e conservados em FAA (formaldeido, acido acético e etanol) 50%. Posteriormente,
no laboratério de Citogenética da Universidade Federal do Ceard, foi analisada a viabilidade
das sementes de nove frutos formados a partir de polinizagdo cruzada, 11 frutos de
autopolinizagdo e dois frutos naturais. Para a contagem das sementes foi utilizada uma
amostra de sementes que foi homogeneizada em ImL de agua destilada. Em seguida,
transferiu-se uma gota deste material para ldmina, onde com auxilio de microscépio Optico e
contadores manuais determinou-se uma amostra minima de 300 sementes. A partir desta
amostra foi estimado o total de sementes do fruto. As sementes foram consideradas vidveis

quando possuiam embrido e este era vigoroso (Fig. 2.3-A).
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Figura 2.3. Sementes de Epidendrum ibaguense em aumento de 10X em microscopio optico.
Em A, verifica-se uma semente viavel com embrido robusto e, em B, uma semente inviavel

com embrido atrofiado.

Para determinar o sistema reprodutivo foi utilizado o indice de autoincompatibilidade
(IAI), obtido utilizando a equagao de Bullock (1985) adaptada. O indice ¢ calculado a partir
das médias em porcentagem de viabilidade das sementes de autopolinizagdo (a), dividido pela
taxa de viabilidade de sementes em polinizagdo cruzada (b) vezes 100 (IAI = (a/b) x 100).

Quando o indice ¢ < 25%, a espécie ¢ considerada autoincompativel.

Utilizando o programa BioEstat 5.0 foi realizada a Analise de Variancia — ANOVA, e

posteriormente a comparacao das médias através de teste de Tukey a 5% de significancia.

3. RESULTADOS

3.1. Fenologia

A populacao observada de E. ibaguense apresentou dois periodos de floragao. O
primeiro pico de floragdo ocorreu em fevereiro de 2014, com 100% dos individuos marcados
estavam em floragdo, sendo que a taxa de frutificagdo foi de apenas 22%. Em setembro de
2015 iniciou o surgimento de novos escapos, € entre outubro e novembro houve o surgimento
de botdes florais e o inicio da floracdo, o segundo pico de floragdo ocorreu em dezembro de
2015. Finalmente, entre janeiro e fevereiro observou-se a sobreposi¢do da floragdo e
frutificacdo nos individuos de E. ibaguense. Porém, nesta floragdo nao foi possivel determinar
o percentual de formac¢ao de frutos para os individuos amostrados devido a interferéncia de
fatores externos, uma vez que se trata de uma trilha turistica e que havia criacao de gado pelos

moradores locais, as marcagdes numéricas dos individuos foram removidas. Quanto aos



50

morfotipos, estes ndo apresentaram variagdo no periodo de floragdo, havendo sincronia na

floragao da populagdo e entre os morfotipos.

3.2. Morfologia

Epidendrum ibaguense ¢ uma espécie rupicola/terricola, de folhas coridceas, disticas,
com variagao na coloracao desde verde aos tons de roxo, medem em média 5.8 +1,5 cm e
apresentam bainha envolvendo o caule fino e ereto. As flores sdo formadas por trés sépalas
(14,2 +1,4 mm), duas pétalas (14,3 +1,6 mm) e um labelo trilobado franjado ou lacerado,
adnado da coluna para o 4pice medindo em média 18,7 +1,8 x 12,2 +1,9 mm. Estdo dispostas
em uma haste de 65 + 36,8 cm em inflorescéncias do tipo umbela, contendo até oito flores.
Apresentam uma coloracdao altamente variada, podendo ser encontrada desde a tonalidade
semialba a vermelha (Fig. 2.2). Os frutos de E. ibaguense constituem-se como capsulas

elipsoides, os quais, quando maduros mostram-se em coloracao rdsea.

Foram registradas variagdes nas caracteristicas morfologicas entre os morfotipos (Tab.
2.1). Em relagdo as caracteristicas vegetativas o morfotipo vermelho apresentou o menor
comprimento das folhas e a maior variagdo (51,6 +20,9 mm). Estatisticamente ndo houve
diferenca significativa entre o comprimento das folhas dos morfotipos. Porém a espessura das
folhas mostrou uma diferenca significativa do morfotipo semialba em relacdo aos demais
morfotipos. Quanto ao cumprimento da haste da inflorescéncia, os individuos com flores
semialbas apresentaram as menores medidas (41,8 +15,7 mm), observando-se diferenca

estatistica entre os morfotipos semialba e vermelho.

Em relacdo as caracteristicas florais (Tab. 2.2) o morfotipo semialba apresentou as
menores medidas do comprimento das sépalas e pétalas, respectivamente 13,1 (+1,1) mm e
12,8 (+1,0) mm. Destacando que a variagdo entre comprimento das sépalas e pétalas entre os
morfotipos semialba e vermelha apresentam variagao estatistica significativa. O comprimento
da coluna foi a caracteristica com maior variagdo estatistica entre os morfotipos, onde se
observou a formagdo de trés agrupamentos, porém mantendo a diferenca entre os morfotipos
semialba e vermelho. Em relagcdo ao o labelo das flores houve variagdo significativa apenas
em relagdo a largura, onde mais uma vez o morfotipo semialba apresentou as menores
medidas (8,7 +0,2 mm) e permanece a variagdo significativa entre os morfotipos semialba e

vermelha e résea.
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Tabela 2.1. Dimensdes médias das estruturas vegetativas das folhas e hastes de E. ibaguense
na Serra do Tepequém, Roraima, Brasil.

Cor dos morfotipos ; Folha (mm) HaSte- (e
Comprimento  Espessura Comprimento
Semialba 59,4(+9.9)a  1,3(+0,3)b 41,8(+15,7)b
Rosea 61,6(+12,4)a  2,4(+0,3)a 57,0(x19,8)ab
Magenta 61,5(+16,7)a  2,6(+0,3)a 74,1(£29,9)ab
Vermelha 51,6(+20,9)a  2,5(+0,6)a 83,7(+56,3)a

*Letras diferentes nas colunas indicam diferenca estatistica, a 5% de signnificancia pelo teste
de Tukey.

Tabela 2.2. Dimensdes médias das estruturas das flores de E. ibaguense na Serra do
Tepequém, Roraima, Brasil.

Cor dos Comprimento (mm) Largura (mm)
morfotipos Sépala Pétala Coluna Labelo Labelo

Semialba 13 141 1)p  12.8(1,00b  13.0+0.8)c 18,6(+0.8)a  8,7(+0,2)b
Rosea  147+1,7)ab  148(+1,7)a 123(+2,5)ab 182(+1,5)a  10,2(+0,8)a
Magenta 13 7011 2)ab  142(+1,8)ab  13,5(+1,6)ac  19,0(+1,6)a  9,4(+1,0)ab
Vermelha 44901 3)0  147+1,1)a  10,0¢0,7)b  19,1(+0,9)a  9,7(+0,4)a

*Letras diferentes nas colunas indicam diferenca estatistica, a 5% de signnificancia pelo teste
de Tukey.

3.3. Sistema reprodutivo

Do total de individuos em que foram realizados os cruzamentos, 49% apresentam
coloragdo magenta, 41% rosea e apenas 5% vermelha ou semialba. Este percentual de
coloracdo reflete a domindncia dos individuos magenta e rdsea nos agrupamentos de
individuos de E. ibaguense, morfotipos semialba foram encontrados apenas nos agrupamentos
G3 e G4 e os morfotipos vermelho em G1 e G4. Dos testes de autopolinizacao, quatro foram
abortados no primeiro més e sete nos meses subsequentes, totalizando 11 abortos. Enquanto,
os testes de polinizag¢do cruzada, a quantidade de abortos registados foi de 17 no primeiro més
e oito posteriormente, totalizando 25 abortos. Além de abortos, foram registrados predagdo
dos frutos, como o observado na figura 2.4. Os teste de polinizagdo cruzada entre morfotipo
também resultou em abortos. Com isso, a taxa de formacao de frutos por autopolinizagio foi

de 68% e de polinizagdo cruzada foi de 30%.
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Figura 2.4. Frutos de Epidendrum ibaguense: abortado (A) e predados (B-C) na Serra

do Tepequém, Roraima, Brasil.

3.4. Viabilidade de sementes

Os frutos de polinizagdo cruzada apresentaram um percentual de 80% das sementes
vidveis, ja nas sementes dos frutos formados a partir de autopolinizagao a viabilidade foi de
69%. Os frutos naturais apresentaram 90% das sementes viaveis. Utilizando-se a equacdo
adaptada de Bullock (1985), encontrou-se o valor de IAI igual a 86,6%. Portanto, conclui-se

que E. ibaguense trata-se de uma espécie autocompativel.

Os resultados da ANOVA para viabilidade das sementes mostraram que a média de
sementes viaveis em frutos de polinizagdo cruzada e de autopolinizacdo apresentam
diferengas significativas da média obtida para as sementes inviaveis (F<0,0001). Finalmente,
quando comparada a média entre sementes viaveis dos frutos de poliniza¢do cruzada,

autopolinizagdo e natural ndo mostraram diferencga significativa (F<0,0760).

Tabela 2.3. Dados obtidos para Epidendrum ibaguense na Serra do Tepequém, Roraima.

Autopoliniza¢do | Polinizagdo cruzada | Natural

Formagao de frutos 68% (N=36) 30% (N=36) 22% (N=41)*

Viabilidade das sementes | 69,1% (N=11) 80% (N=9) 90,7% (N=2)

*Taxa frutificagdo determinada apenas em uma populagao (G4).
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4, DISCUSSAO

O estudo fenologico possibilita o entendimento das estratégias adaptativas
identificadas nas espécies de plantas em um tipo particular de ecossistema. O baixo percentual
de formagdo de frutos naturais na populacao estudada pode ser indicativo de perturbacdes

antropicas na Serra do Tepequém.

A populagdo de E. ibaguense estudada encontra-se em um 7Tepuy, terminologia de
origem indigena, adotada para montanhas com cumes em forma de mesa. Os Tepuy, apesar da
riqueza e diversidade floristica, além do elevado indice de endemismo, ainda sao

relativamente pouco estudados no Brasil (Borges et al., 2013).

Variagdes na morfologia floral de Epidendrum tém sido registradas, principalmente,
em decorréncia da hibridizagdo entre espécies simpatricas (Pansarin, Amaral, 2008a, 2008b,
Pinheiro et al, 2009, Pinheiro et al, 2010, Pinheiro, Cozzolino, 2013). Portanto, a hibridizagao
¢ considerada um fator que influéncia na diversifica¢do deste género possibilitando, assim que
Epidendrum seja um modelo em potencial para o estudo de questdes evolutivas (Pinheiro,
Cozzolino, 2013). Variagdes fenotipicas intraespecificas sdo menos relatas na literatura,
porém existem registros da ocorréncia destas variacdes em E. fulgens, E. densiflorum ¢ E.

secundum (Pinheiro, Barros, 2007, Pinheiro, Cozzolino, 2013).

O estudo de caso de E. secundum descreve a ocorréncia de variagao morfologica entre
populacdes e dentro da populagdo (Pinheiro, Barros, 2007). Segundo Pinheiro e Barros
(2007), as caracteristicas mais importantes para definir padrdes de agrupamento em E.
secundum foram o comprimento das folhas, a largura do labelo, o comprimento da coluna e a
largura do l6bulo central do labelo. Nas andlises morfoldgicas de E. ibaguense, variagdes nas
caracteristicas de comprimento da folha e da largura do labelo diferiram principalmente para
os individuos de flores com coloragdo vermelha, que apresentaram as menores medidas para

estes caracteres.

O labelo ¢ uma importante estrutura floral, tendo sido tradicionalmente utilizado para
delimitar espécies, por exemplo, do complexo de E. secundum (Brieger, 1977, 1978, Pabst e
Dungs 1975, 1977, Sastre 1990a, 1990b). Em E. ibaguense identifica-se uma variabilidade na
forma e no tamanho desta estrutura, corroborando com as conclusdes de Pinheiro e Barros

(2007) em seu estudo, onde os caracteres que mostraram variabilidade entre populacdes, bem
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como em uma Unica populagdo, devem ser usados com cautela como caracteres para defini¢ao

de grupos na taxonomia de espécies de Epidendrum.

Estudos de diferenciacdo intraespecifica em caracteristicas florais e seu potencial
adaptativo sdo cruciais para a compreensao da ligagao entre micro € macro evolugdo de tragos
florais (Herrera et al., 2006, Hodgins, Barrett, 2008). Contudo, poucos estudos tém evidéncias
confidveis para a diferenciagdo intraespecifica adaptativa em caracteristicas florais (Herrera et
al., 2006). Mesmo em Epidendrum, um género altamente diversificado e modelo potencial
para a compreensdo da diferencia¢do intraespecifica em caracteristicas florais, existem
lacunas no conhecimento que refletem as dificuldades associadas a comprovagdo de que as
divergéncias florais entre populagdes co-especificas™ de plantas seja um processo adaptativo
(Pinheiro, Cozzolino, 2013). A adaptacgdo as caracteristicas ambientais, seja estas de natureza
bidtica ou abidtica, ¢ um passo evolutivo importante, do qual presume-se a precedéncia da
diversificacao floral na especiagdo deste grupo (Galen, 2000, Johnson, 2006, Patterson,

Givnish, 2004).

Os sistemas de reprodugdo influenciam fortemente a variabilidade genética de espécies
vegetais, sendo considerado um ponto chave na biologia da conservacao (Hamrick, Godt,
1990). O género Epidendrum abrange um vasto repertorio de sistemas reprodutivos que
variam desde a autoincompatibilidade a autogamia (Hégsater, Arenas, 2005). Os resultados
dos testes para avaliagdo do sistema reprodutivo em E. ibaguense sdo interessantes, uma vez
que se pode considerar o baixo sucesso reprodutivo decorrente de polinizagdo cruzada como
um indicio da diferenciagdo entre individuos da mesma populagdo, e, por conseguinte, pelo

surgimento de barreiras reprodutivas entre estes individuos.

Krahl et al. (2015), em uma revisdo de Orchidaceae, sugere que mesmo com o grande
nimero de trabalhos existentes ha muito ainda a ser descoberto, principalmente em espécies
de orquideas amazonicas; as quais, possivelmente, contribuirdo para o entendimento dos

processos evolutivos que atuam sobre este grupo tao diverso de vegetais.

5. Conclusoes

A partir da andlise das caracteristicas morfologicas vegetativas e, principalmente,

florais dos morfotipos de E. ibaguense determinou-se variacdes significativas entre os

*Populagdes co-especificas — de mesmo taxa ou espécie.
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morfotipos semialba e vermelho. Enquanto que, os morfotipos magenta e rdsea apresentam

um continuo com estes morfotipos.

Considerando as variagdes morfoldgicas e o sistema reprodutivo autocompétivel em E.
ibaguense esses resultados apontam indicios de especiagdao na populacao estudada na Serra do

Tepequém.

6. AGRADECIMENTOS

Financiamento Capes e FAPEAM.

7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Borges, S.H., Moreira, M.; Vicentini, A., Cid, C.A., Cohn-Haft, M., Ribas, C., Capurucho,
JM.G., Cornelius, C., Santos, M.P. 2013. Muito além das florestas: Outros nichos de
biodiversidade na Amazonia. Revista Ciéncia Hoje 306(51): 33-36.

Barbosa, R.I.; 1997. Distribui¢cao das Chuvas em Roraima. In: Barbosa, R.1.; Ferreira, E.J.G.;
Castellon, E.G. (Eds.) Homem, Ambiente e Ecologia no Estado de Roraima. Ed. INPA.
Manaus, pp. 325-335.

Brieger, F.G. 1977. Gattungsreihe Epidendra. Pp. 509—-549, in: Schlechter, R., Die Orchideen,
vol. 3, ed. F.G. Brieger, R. Maatsch & K. Senghas. Berlin: Parey.

Brieger, F.G. 1978. Uber einige interessante Epidendrum-Arten der Subgenus
Amphiglottium-Schistochila. Orchidee (Hamburg) 29: 52—60.

Bullock, S.H. 1985. Breeding systems in the flora of a tropical deciduous Forest. Biotropica
17: 287-301.

Chase, M.W., Cameron, K.M., Barrett, R.L., Freudenstein, J.V. 2003. DNA data and
Orchidaceae systematics: a new phylogenetic classification. In: Dixon KW, Kell SP, Barrett

RL, Cribb PJ (eds). Orchid conservation. Natural History Publications: Sabah, 69-89.



Flora do Brasil 2020 em construgdo. 2016. Jardim Botanico do Rio de Janeiro. Disponivel

em: <http://floradobrasil.jbrj.gov.br/reflora/floradobrasil/FB11518>. Acesso em: 21 Mar.

56

Galen, C. 2000. High and dry: drought stress, sex-allocation trade- offs, and selection on
flower size in the alpine wildflower Polemonium viscosum (Polemoniaceae). American

Naturalist 156, 72—-83.

Govaerts, R., Bernet, P., Kratochvil, K., Gerlach, G., Carr, G., Alrich, P., Pridgeon, A.M.,
Pfahl, J., Campacci, M.A., Baptista, D.H., Tigges, H., Shaw, J., Cribb, P. George, A., Kreuz,
K., Wood, J. 2017. World Checklist of Orchidaceae. The Board of Trustees of the Royal

Botanical Gardens, Kew [online]. Available from http://apps.kew.org/wcsp/.

Hagsater, E., Arenas, M.A.S. 2005. Epidendrum L. In: Pridgeon, A.M., Cribb P., Chase,
M.W., Rasmussen, F.N. (eds) Genera Orchidacearum. v.4. Oxford University Press, Oxford,
pp 236-251.

Hamrick, J.L., Godt, M.J. 1990. Allozime diversity in plant species. Plant population genetics,

breeding and genetic resources. Sinauer, Sunderland. Pp. 43-63.

Herrera, C.M., Castellanos, M.C., Medrano, M. 2006. Geographical context of floral
evolution: towards an improved research programme in floral diversification, in:
Ecology and Evolution of Flowers. Harder, L.D., Barrett, S.C.H. (eds). Oxford University
Press, Oxford. pp. 278-294.

Hodgins, K.A., Barrett, S.C.H. 2008. Geographic variation in floral morphology and
style-morph ratios in a sexually polymorphic daffodil. American Journal of Botany 95, 5—
195.

Hubbs, C.L. 1955. Hybridization between fish species in nature. Syst. Zool. 4: 1-20. In:
Hudson D.H., Rupp R., Scornavacca C. 2010. Phylogenetic Networks: Concepts, Algorithms
and Applications. Cambridge: Cambridge University Press.

Johnson, S.D. 2006. Pollinator-driven speciation in plants. In: Ecology and Evolution of
Flowers. Harder, L.D., Barrett, S.C.H. (eds), Oxford University Press, Oxford. pp. 295-
310.

Koppen, W. 1948. Climatologia. México, Buenos Aires, Ed. Fundo de Cultura Econémica.



Krahl, A.H., Krahl, D.R.P., Valsko, J.J., Holanda, A.S.S., Entringer-Jinior, H., Nascimento
J.W. 2015. Biologia reprodutiva e polinizagdo em orquideas: com énfase em espéc.”i7

brasileiras e da regido amazonica — uma revisdo de literatura. Natureza on-line 13(3): 128-

133.
Luz, J., Franco, J. 2012. Orquideas de Roraima. Brasilia: Embrapa. 184p.

Nicoletti, C., Fontana, A.P., Kollmann, L. 2015. Uma espécie de Epidendrum (Orchidaceae)
originaria da mata Atlantica do Espirito Santo. Plant Ecology and Evolution 148(1): 128-133.

Pabst, G.F.J., Dungs, F. 1975. Orchidaceae Brasiliensis. Vol. 1. Hildesheim, Kurt Schmersow.
Pabst, G.F.J., Dungs, F. 1977. Orchidaceae Brasiliensis. Vol. 2. Hildesheim, Kurt Schmersow.

Pansarin, E.R., Amaral, M.C.E. 2008a. Reproductive biology and pollination mechanisms of
Epidendrum secundum (Orchidaceae). Floral variation: a consequence of natural

hybridization? Plant Biology 10: 211-219.

Pansarin, E.R., Amaral, M.C.E. 2008b. Pollen and nectar as a reward in the basal epidendroid
Psilochilus modestus (Orchidaceae: Triphoreae): a study of floral morphology, reproductive

biology and pollination strategy. Flora 203: 474—483.

Patterson, T.B., Givnish, T.J. 2004. Geographic cohesion, chromo- somal evolution,
parallel adaptive radiations, and consequent floral adaptations in Calochortus

(Calochortaceae): evidence from a cpDNA phylogeny. New Phytologist, 161: 253-264.

Pinheiro, F., Barros, F. 2007. Morphometric analysis of Epidendrum secundum (Orchidaceae)
in southeastern Brazil. Nordic Journal of Botany 25: 129-136.

Pinheiro, F., Macédo, A., Salatino, A. 2009. Phylogenetic relationships and infrageneric
classification of Epidendrum subgenus Amphiglottium (Laeliinae, Orchidaceae). Plant Syst

Evol 283:165-177.

Pinheiro, F., Barros, F., Palma-Silva, C., Meyer, D., Fay, M.F., Suzuki, R.M., Lexer, C.,
Cozzolino, S. 2010. Hybridization and introgression across different ploidy levels in the
Neotropical orchids Epidendrum fulgens and E. puniceoluteum (Orchidaceae). Mol Ecol,
19:3981-3994.



Pinheiro, F., Cozzoolino, S. 2013. Epidendrum (Orchidaceae) as a model system for

ecological and evolutionary studies in the Neotropics. TAXON 12 pp. 53

Sastre, C. 1990a. Epidendrum bambusiformes de Guadeloupe et de Martinique. la partie.
Orchidophile (Asnieres) 93: 149—158.

Sastre, C. 1990b. Epidendrum bambusiformes de Guadeloupe et de Martinique. 2a partie.
Orchidophile (Asnieres) 94: 197-201.

Silva, E.L.S. 1997. A vegetacdo de Roraima. In: Barbosa, R.I., Ferreira, E.J.G., Castellon,
E.G. (Ed.) Homem, ambiente e ecologia no estado de Roraima. Manaus: INPA. p. 400-415.

Veloso, H.P. et al. 1975. Vegetacao da folha NA.20, Boa Vista. In: BRASIL. Departamento
Nacional da Produ¢do Mineral. Projeto Radam. Folha NA-20 Boa Vista e parte das folhas.



59

Capitulo 3 - Chromosome variations and diversity of Epidendrum ibaguense Lindl.
(Orchidaceae) on the Tepequém’s Tepuy, Roraima, Brazil
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ABSTRACT. Studies addressing chromosome variations have elucidated many points
regarding the taxonomy of the Orchidaceae. Epidendrum L. besides being one the largest
orchid genera, present remarkable morphological, and inter- and intraspecific chromosome
variations. Thus, based on a previous report on flower color variation in individuals of E.
ibaguense (magenta, pink, white, and red), our aim was to determine its chromosome number
and test whether this trait is associated with flower color variation in natural populations on
the Tepequém’s Tepuy, Roraima. Root apices were pre-treated with 8-hydroxyquinoline at
4°C for 24 h and subsequently submitted to conventional cytogenetic procedures. Slides with
the best spreading and contraction of chromosomes were photographed under light
microscopy. Chromosome number was determined by counting at least 10 mitotic metaphase
cells per individual. The types of interphase nuclei were determined for 30 nuclei per
individual. E. ibaguense presented intra- and interpopulation variation in chromosome
number, with 2n = 58, 72, and 76. The chromosome number 2n = 58 was most commonly
found in individuals with magenta, pink, and white flowers, while the remaining two
chromosome numbers occurred mostly in red-flowered individuals. The types of interphase
nuclei were associated with the chromosome number. Individuals with 2n = 58 presented a
predominance of semi-reticulated nuclei, while in those with 2n = 72 and 76 the nuclei were
predominantly non-reticulated. The dominance of disploidy in E. ibaguense suggests that this
cytotype provides this species with a territorial advantage and a higher reproductive success,
possibly contradicting the polyploid hypothesis. Our results suggest that chromosome number

may not represent a reproductive barrier in genus Epidendrum.

Key words: Chromosomes; Hybridization; Cytogenetics; Amazon; Orchids



60

INTRODUCTION

Chromosome analyses provide strong support for plant biosystematics, especially when the
variation is a key trait that helps to recognize the validity of a certain species (Stace, 1991).
According to Guerra (1986) and Stace (1991), the divergence in chromosome number
between morphologically close species can split distinct taxa, remarkably when the

morphological variation is also present.

Thus, studies addressing chromosome variations have undoubtedly shed light into taxonomic
statuses of the Orchidaceae, one of the largest Angiosperm families. Among the many genera
composing this family, Epidendrum L. stands out with about 1500 described species (Chase et
al., 2003). In Epidendrum, chromosome number can vary greatly, ranging from 2n = 24 in E.
fulgens Brongn. to 2n = 240 in E. cinnabarinum Salzm. Despite such variation, chromosome
number is currently known for only 3% of the Epidendrum species. Apart from these
interspecific differences, chromosome number varies within a given species, and even
between neighboring populations (e.g., E. denticulatum Barb., 2n = 38, 40; E. radicans Pav.
ex Lindl. Rodr., 2n =40, 57, 60, 62, 64, 70; and E. xanthinum Lindl., 2n = 28, 30, 40, 60, ca.
80) (Pinheiro et al., 2009; Felix and Guerra, 2010; Assis et al., 2013). The largest number of
cytotypes is currently known for E. secundum Jacq., with 2n = 28, 40, 48, 52, 68, and 80
(Pinheiro et al., 2009) or 2n = 30, 42, 50, 54, 56, 58, and 84 (Assis et al., 2013). Additionally,
in E. secundum the chromosomes also vary in size, revealing a strong karyotypic asymmetry

and bimodality (Assis et al., 2013).

When compared to dysploidy, polyploidy is considered a major adaptive mechanism in plants,
expanding their ecological and geographic distribution (Briggs and Walters, 1997). Along
with hybridization, polyploidy is recognized as a key process in plant speciation (Rieseberg,
1997; Grant, 1981). Studies suggest that polyploid organisms, which have more than two
genomes in the same nucleus, have increased adaptability to harsh environmental conditions,
as well as being good colonizers (Ramsey and Schemske, 1998; Schifino-Wittmann, 2004;
Fawcett and Van de Peer, 2010). Moreover, polyploidy is apparently related to subspecific
morphological variation (Pinheiro and Cozzolino, 2013). In Epidendrum, besides
chromosome number variations, morphological traits of the species also vary greatly

(Dressler, 1993, 2005; Pinheiro and Barros, 2007; Pansarin and Amaral, 2008).

E. ibaguense Kunth. is distributed from Mexico to Bolivia, and is commonly found in rocky

outcrops, at elevations ranging from 200 - 1000 m, both in the savannas and Rain forests



61

(Freitas, 2001; Luz and Franco, 2012; Flora of Brazil 2020, 2017). In Brazil, its distribution is
limited to the North and Midwest regions, within the Amazon Domain (Tropicos.org domain,
2017; Flora of Brazil 2020, 2017). Individuals of E. ibaguense with different flower colors
were reported on a “Tepuy” (Luz and Franco, 2012). This is a type of ancient, table-top
Mountain with a particular flora (Alves et al., 2007). Based on this report, and given the great
variation in chromosome number in genus Epidendrum, this study aimed 1) to determine the
chromosome numbers, and 2) to test for an association between chromosome number and
flower color variation in natural populations of E. ibaguense on the Tepequém’s Tepuy,

municipality of Amajari municipality, Roraima.

MATERIAL AND METHODS
Study site

We collected individuals of E. ibaguense from the Tepequém’s Tepuy, in the
municipality of Amajari/RR. The Tepequém’s Tepuy is a remain of an eroded sandstone
plateau, reaching up to 1100 m. Its flora is composed mainly of grasses, shrubs, and
subshrubs (Silva, 1997). The studied populations of E. ibaguense are located at the following
coordinates: 3°45'56.96750"N and 61°42'09.59398"W, at 831 m (population 1), and
3°45'55.34681"N and 61°41'18.97437"W, at 1056 m (population 2).

Sample selection and collection

To determine the chromosome numbers of E. ibaguense, we selected individuals with
different flower colors: magenta and pink (the most common individuals), and red and white
(rare individuals) (Figure 1). The morphological characterization of vouchers used in the

cytogenetic analysis is shown in Table 1.
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Figura 3.1. Flower color variation of Epidendrum ibaguense on the Tepequém’s Tepuy/RR.
A. magenta flowers; B. pink flowers; C. white flowers; D. terrestrial red flowers from

population 1 (1); E. rupiculous red flowers from the population 2 (2).

Chromosome analysis

We previously treated root apices of E. ibaguense with 8-hydroxyquinoline at 4°C for 24 h,
and postfixed the samples in Carnoy (ethanol:acetic acid, 3:1) at 4°C. The root apices were
hydrolyzed in 1 N HCI for 10 min at 60°C, smashed on glass slides, and stained with 2%
Giemsa for 20 min (adapted from Guerra, 1988). We photographed those slides with the best
spreading and contraction of chromosomes under a light microscope. We determined the
chromosome number for at least 10 mitotic metaphases per individual, and the type of

interphasic nuclei in 30 samples per individual.
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Table 3.1. Morphological traits of the vouchers used in the cytogenetic analysis.

Magenta Pink White Red
Population 1 2 2 2 1 2
Leaf length 59.41 55.38 60.05 54.2 71.36 28.65
Leaf width 2.63 2.4 1.87 1.81 2.77 3
Inflorescence | 65 113.75 78.5 36 137 25
length*
Flower 5F 8B S5F 8B 5F 9B 3F 6B 8F 18B 2F 4B
/Inflorescence
Sepal length | 11.75 13.85 16.22 14.05 15.98 13.47
Petal length 16.42 13.26 17.44 13.77 15.75 15.03
Labellum 19.7 18.99 18.13 19.27 19.54 19.37
length
Labellum 14.94 11.36 12.51 11.47 10.45 10.28
diameter
Column 9.49 8.69 11.95 9.07 10.05 9.98
length
Habit Terrestrial | Rupicolous | Terrestrial | Terrestrial | Terrestrial | Rupicolous

Values are reported in millimeters, *except for inflorescence length, which is in centimeters.
F- Flowers and B- Buds.

RESULTS

E. ibaguense presented intra- and interpopulation variation in chromosome number, with 2n =
58, 72, and 76 (Figure 2), and 2n = 58 being most common in four individuals from both
studied populations. This finding represents a valuable contribution to the cytogenetic status
of E. ibaguense since 2n = 70 has been the only chromosome number report up to now
(Pinheiro et al., 2009). At population 1, the terrestrial, magenta-flowered individual presented
2n = 58, while the terrestrial, red-flowered individual sheltered in the shade presented 2n =
72. At population 2, the rupiculous individuals with magenta, pink, and white flowers
presented 2n = 58, while rupiculous, red-flowered individuals exposed to the sunlight
presented 2n = 76. Moreover, in individuals with 2n = 58, interphasic nuclei were
predominantly semi-reticulated, whereas in those with 2n = 72 and 76 nuclei were

predominantly non-reticulated.
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Figura 3.2. Metaphasic cells of Epidendrum ibaguense showing condensed chromosomes. A.
2n = 58, magenta-flowered morphotype; B. 2n = 72, terrestrial, red-flowered morphotype
(population 1); C. 2n = 76, rupiculous, red-flowered (population 2). Type of interphasic

nuclei: D.semi-reticulated; E. non-reticulated.

DISCUSSION

In E. ibaguense, the chromosome number was first reported by Pinheiro et al. (2009). These
authors determined 2n = 70 for individuals from Serra de Pacaraima, located on the border
between Venezuela and Roraima. In our study, in both studied populations, 2n = 58 was the
most frequent chromosome number, while 2n = 72 and 2n = 76 were less frequent. Therefore,
in both populations of the Tepequém’s Tepuy, diploid individuals of E. ibaguense (2n = 58)
may have greater reproductive and environmental success, as suggested by their higher local
abundance. Our results suggest that in E. ibaguense, descendant and ascendant disployd

events may have caused the chromosome variation in this species on the Tepequém’s Tepuy.

According to Felix and Guerra (2010), in the subfamily Epidendroideae, only five of the 128
genera present a stable number of chromosomes. Epidendrum is one of the few genera that
present variation in chromosome number, including at the intraspecific level [e.g., E. ciliare

L., E. denticulatum, E. radicans, E. xanthinum, and in the complex E. secundum (Tanaka and
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Kamemoto, 1984; Pinheiro et al., 2009; Felix and Guerra, 2010; Assis et al., 2013) and E.
ibaguense (this study)].

Such variation in chromosome number in Epidendrum suggests that determining a basic
karyotype for this genus is uncertain, bringing about the difficulty in estimating the level of
polyploidy and the karyotypic evolution in this taxon (Felix and Guerra, 2000). However,
dysploidy (loss or gain of chromosomes) has been considered the most important evolutionary
events in Orchidaceae (Felix and Guerra, 2010), while in plants as a whole, as well as in many
orchid genera, polyploidy plays such a role (Felix and Guerra, 2000, 2005; Conceicdo et al.,
2006).

It has been observed that highly polymorphic species are adapted to environmental conditions
that impose strong selective pressures. Some groups within Orchidaceae that grow on
inselbergs show levels of polyploidy higher than those related to epiphytic species (Felix and
Guerra, 2010). In E. cinnabarinum, for instance, the intraspecific polyploidy seems to be
related to the acquisition of the rupiculous habit (Felix and Guerra, 2010). Interestingly, this
and other polyploid species are found in disturbed environments (Assis, 2009; Pinheiro et al.,
2009; Felix and Guerra, 2010). Duplicated or repetitive gene sequence may provide a local
advantage for polyploid organisms (Fawcett and Van der Peer, 2010). On the other hand, such
a variation in chromosome number may not represent an effective reproductive barrier neither
for Epidendrum nor the remaining groups of plants (Cozzolino et al., 2004; Marques et al.,

2010).

E. ibaguense is phylogenetically close to the Andean clade, mainly distributed between the
Andean Mountains and Guyana (Pinheiro et al., 2009; Pinheiro and Cozzolino, 2013). In
Brazil, it is found exclusively in the Amazon, particularly on the studied Tepuy. Little is
known about these types of mountains, and biological information concerning this orchid

group is important to understand its evolution.

Flower color variation in E. ibaguense may be associated with the attraction of the different
local groups of pollinators (Proctor and Yeo, 1973; Richards, 1996). In the Amazonian
orchids, the most common flower colors are yellow, white, and lilac, which lie within the
visible spectrum of bees (Ribeiro et al., 1999). Red flowers are invisible to bees and are
uncommon in orchids (Faegri and Van der Pijl, 1979). According to Weiss (1995), flower

color change evolved in response to a pollinator-driven selection, which may represent a
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functional convergence in the angiosperms. Red-flowered individuals of E. ibaguense may be

coevolving with a specific group of pollinators.

There are still knowledge gaps concerning Amazonian Orchidaceae, and, thus, much to be
discovered about this family (Krahl et al., 2015). Moreover, studies addressing the origins of
the tremendous diversity of Epidendrum are often constrained by the lack of model organisms
capable of answering many fundamental questions about plant evolution (Pinheiro and

Cozzolino, 2013). Therefore, punctual studies may fill such a gap about this orchid genus.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

A Serra do Tepequém ¢ um Tepui brasileiro, apesar de ser um ecossistema importante
ainda sdo pouco estudados. Esta tese ¢ o primeiro levantamento da flora orquidofila realizado
em um Tepui roraimense. A partir dos resultados determinou-se que a riqueza de Orchidaceae
da Serra do Tepequém representa 10% do total de espécies de orquideas do Estado de
Roraima. Portanto, destacando a importancia da realizacao de levantamentos floristicos em

areas pouco estudadas e destacando a vegetacao singular em Tepuis.

Quanto a Epidendrum ibaguense, na populacdo natural estudada as variagcdes de
coloracdes das flores foram: magenta, résea, vermelha e semialba. Considerando a coloragao
para determinar os morfotipos observou-se variagdo nas caracteristicas morfoldgicas
vegetativas e florais, as quais determinaram variagdo significativa entre os morfotipos
semialba e vermelho. Que quando associados aos resultados de nimero cromossdmico
apontam especiagdo uma vez que os morfotipos vermelhos apresentaram namero
cromossomico de 2n= 72 e 76, enquanto que o numero de cromossomos para os demais

morfotipos foi 2n=58.

Estudos na Serra do Tepequém, principalmente, que contribuam para a determinacio
da biodiversidade local sdo necessarios uma vez que se trata de uma regido com alto potencial
ecoturistico. Além disso, continuar as investigagdes em E. ibaguense, concluindo com o nivel
genético, ¢ importante pois o género Epidendrum ¢ um potencial modelo para entender
processos evolutivos em espécies vegetais. Para isso, sdo necessarios estudos que contribuam

para andlises macroambientais.



